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С целью создания диагностической панели в капиллярной крови пациентов с различными
злокачественными опухолями ЖКТ определяли уровни специфических матричных РНК (мРНК)
генов-онкомаркёров при помощи метода обратной транскрипции и ПЦР с детекцией продуктов
реакции в режиме реального времени с помощью зондов TaqMan. Установлено, что использование
малых объёмов капиллярной крови не снижает чувствительность метода. Экспрессия РНК
теломеразы (mhTERT), альфа-фетопротеина (mAFP), карциноэмбрионального антигена (mCEA)
и цитокератина-20 (mCK-20) была повышена у большинства пациентов онкологической группы.
В крови доноров и пациентов неонкологической группы исследованные РНК-маркёры также
содержались, но в гораздо меньших, следовых количествах. Исследованные РНК-онкомаркёры
обладают достаточно высокой специфичностью и чувствительностью для использования
их в диагностических целях. Маркёр mhTERT оказался наиболее универсальным и проявил
наибольшую специфичность и чувствительность. Комбинированное определение нескольких
РНК-онкомаркёров повышало чувствительность метода. Делается вывод, что исследование уровня
РНК-онкомаркёров в малых объёмах капиллярной крови может быть использовано для скрининга,
первичной диагностики и послеоперационного мониторинга.
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ВВЕДЕНИЕ.�Метод, основанный на обнаружении РНК-маркеров в крови,
является перспективным направлением в диагностике онкологических заболеваний.
Поиск таких маркеров проводится научными группами во всём мире. Для многих
типов опухолей при использовании культур трансформированных клеток такие
специфические маркеры были обнаружены [1]. Однако, как оказалось на практике,
большинство из этих маркеров непригодны для диагностики. Это связано с тем,
что, во-первых, далеко не все эти фрагменты РНК попадают в кровь. Во-вторых,
некоторые из них обладают низкой специфичностью, т.е. присутствуют
в норме в крови здоровых доноров [2]. В настоящее время только один
РНК-маркёр – ген ПСА рекомендован ВОЗ для скрининга и диагностики [1]. 

Тем не менее, существуют РНК, которые синтезируются во всех раковых
клетках. Примером такого потенциального универсального онкомаркера является
мРНК белковой субъединицы теломеразы. Как известно, этот фермент отвечает
за синтез концевых участков хромосом (теломер) [3]. Его мРНК присутствует
и в нормальных стволовых клетках, которые, подобно раковым клеткам, способны
к неограниченному делению. Однако, в отличие от раковых клеток, стволовые клетки
находятся в своих нишах и не распространяются по организму. Поэтому присутствие
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теломеразной мРНК там, где стволовых клеток быть не должно (например,
в плазме крови) может служить указанием на наличие злокачественной
опухоли [4]. Органоспецифические РНК-маркеры, циркулируют в крови
при онкологических заболеваниях определенных органов. Так, присутствие
в крови мРНК онкофетального белка альфафетапротеина является признаком
гепатоцеллюлярной карциномы[5]. мРНК карциноэмбрионального антигена
является маркером рака толстой кишки [6]. мРНК цитокератина 20 (белка
эпителиальных клеток) также обнаруживается в крови при раке толстой кишки [6].

Данное исследование проводилось с целью разработки диагностической
панели путём измерения в капиллярной крови пациентов уровня нескольких
РНК-маркёров новообразований ЖКТ.

МЕТОДИКА.�
Реактивы для проведения  реакции обратной транскрипции и ПЦР реального

времени были изготовлены фирмой "СИНТОЛ" (Россия).
Клинический материал. Обследовано 86 пациентов с различными,

гистологически подтвержденными формами злокачественных опухолей ЖКТ.
Исследования проводились у пациентов, которым было показано оперативное
удаление опухоли или её метастазов. Группа сравнения включала 20 практически
здоровых доноров и 85 пациентов с неонкологическими заболеваниями,
включая местную хирургическую инфекцию, холециститы, панкреатиты и
гемангиомы печени. 

Объектом исследования служила капиллярная кровь пациентов, взятая
из пальца. 

В экспериментах определяли мРНК следующих генов-онкомаркёров:
теломеразы (mhTERT), альфа-фетопротеина (mAFP), цитокератина-20 (mCK-20)
и карциноэмбрионального антигена (mCEA).

Выделение суммарного пула РНК. 250 мкл крови из пальца забирали
автопипеткой с пластмассовым наконечником и немедленно вносили в пробирку
Эппендорф, содержащую 750 мкл триреагента LS фирмы "Sigma" (США). Образцы
тканей того же объёма также помещали в триреагент. После перемешивания
образцы хранили при -21°С в течение 1–20 суток. После размораживания
из образцов удалялись остатки нерастворившейся ткани. В пробы вносили
по 100 мкл 1,3-бром-хлорпропана ("Sigma"), перемешивали и оставляли при
комнатной температуре на 15 минут. Для разделения фаз пробы центрифугировали
при 12000 g 15 минут при 4°С. Затем отбирали 250 мкл верхней водной
фазы, которую переносили в чистые пробирки Эппендорф. Для осаждения РНК
в пробирки добавляли по 250 мкл изопропанола, перемешивали и оставляли стоять
на 10 минут при комнатной температуре. Центрифугировали при 12000 g 8 мин
при 4°С. После удаления супернатанта осадок промывали 1 мл 75% этанола
с тем же режимом центрифугирования. Конечный осадок подсушивали на воздухе
в ламинарном шкафу при комнатной температуре и растворяли в 30 мкл
деионизированной воды, обработанной пирокарбонатом (DEPC) с добавлением
ингибитора РНКаз в конечной концентрации 0,5 ед/мкл. 

Проведение реакции обратной транскрипции осуществляли, как описано
в инструкции к набору "Синтез первой цепи кДНК (рендом)", кат №0202 ф. Силекс
(Россия). Синтезированная комплементарная ДНК (кДНК) использовалась для
проведения ПЦР в реальном времени.

ПЦРс детекцией продуктов в режиме реального времени.
Для флуоресцентной детекции продуктов реакции использовались меченные
флуорофорами олигонуклеотиды – зонды TagMan. Подбор праймеров
и зондов осуществлялся с использованием сообщений [7] для mhTERT,
[8] для mAFP и [6] для mCEA и mCK-20. Необходимые олигонуклеотиды были
синтезированы фирмой "СИНТОЛ" (Россия). Для проведения реакции готовили
основную смесь, содержащую следующие компоненты: 50 мкл 2,5 мМ смеси
дезоксинуклеозидтрифосфатов (dNTP), 50 мкл 10-кратного буфера для ПЦР
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(500 мМ KCl, 150 мМ Трис-HCl, pH 8,8, 0,5% глицерин, 0,1% Твин 20), 50 мкл
25 мМ MgСl2, 5 мкл Taq ДНК-полимеразы 5 Ед/мкл с ингибирующими активность
антителами, по 10 мкл праймеров (финальная концентрация 0,6–0,8 мкM) и 5 мкл
зондов (конечная концентрация 0,1–0,2 мкM) и 265 мкл деионизированной воды.
В пробирки для ПЦР объёмом 200 мкл помещали по 2 мкл образцов кДНК
и 23 мкл основной смеси. Для того чтобы учесть возможное присутствие в образцах
геномной ДНК, в контрольные пробы вместо кДНК вносили 2 мкл раствора исходной
РНК, не подвергшейся реакции обратной транскрипции. ПЦР РВ осуществляли
в приборе АНК-32К-4Ц (Институт аналитического приборостроения РАН, Россия)
в следующих условиях: плавление ДНК - 95°С, 90 сек – 1 цикл; (отжиг праймеров
и элонгация цепей ДНК – 61°С, 50 сек + плавление - 95°С, 15 сек) – 40 циклов.
Критический цикл и исходное количество копий кДНК определяли с помощью
компьютерной программы, поставляемой вместе с прибором. Полученные
результаты нормировались по экспрессии референтного гена b-актина в виде
соотношения количества копий кДНК данного фактора к количеству копий
кДНК b-актина. Статистическую обработку результатов проводили с помощью
компьютерной программы STATISTICA, V6.

РЕЗУЛЬТАТЫ� И� ОБСУЖДЕНИЕ.� Все исследованные нами
РНК-онкомаркёры были обнаружены в крови здоровых доноров, что согласуется
с исследованиями, проведёнными зарубежными авторами [2]. Однако у большинства
онкологических пациентов уровень этих РНК-онкомаркёров был значительно
повышен. В таблице 1 приведено количество пациентов с положительным, то есть,
превышающим донорский, ответом на онкомаркёры.  

РНК-маркёр mhTERT оказался наиболее универсальным. Его гиперэкспрессия
обнаруживалась у всех пациентов онкологической группы и варьировала от 1,22
единиц по отношению к экспрессии мРНК b-актина при протоковом раке ПЖ
до 5,63 ед. при наличии метастазов колоректального рака в печени (табл. 2). В крови
доноров и пациентов группы сравнения также имелся некоторый уровень mhTERT,
который был значительно ниже, чем в онкологической группе. Это, по-видимому,
связано с непрерывными процессами пролиферации и репарации, происходящими
практически в любом организме. Однако данное явление не снижает информативной
ценности mhTERT, как универсального онкомаркёра.

Глоба и др.
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Таблица 1. Количество и процентное соотношение пациентов онкологической группы
с высоким уровнем РНК-онкомаркёров (положительный ответ). 

Примечание: * - прочерк означает, что определение данного показателя не производилось.



РНК маркёр mAFP был обнаружили в крови пациентов с ГЦР (0,61 ед)
и в меньшей степени у больных с холангиокарциномой (0,33 ед). В крови доноров
и пациентов группы сравнения он присутствовал в следовых количествах
или отсутствовал совсем.

Маркёр mCEA также практически не обнаруживался в крови доноров
и пациентов группы сравнения. Его гиперэкспрессия наблюдалась при
колоректальном раке и его метастазах в печени. 

Гиперэкспрессия онкомаркёра mCK-20 обнаружена также у пациентов
с колоректальным раком и его метастазах. Однако, в отличие от mCEA,
он обнаруживался в крови доноров и пациентов группы сравнения,
хотя и в значительно меньших количествах (табл. 2).

Проведённые исследования позволили нам оценить специфичность и
чувствительность предлагаемых тестов (табл. 3). Как мы и предполагали,
наибольшую специфичность и чувствительность проявил маркёр mhTERT.
Мы установили, что чувствительность метода с использованием РНК-онкомаркёров
можно значительно повысить при комбинированном определении нескольких
мРНК. На основании наших исследований могут быть рекомендованы
следующие комбинации: Гепатоцеллюлярная карцинома - mhTERT + mAFP;
холангиокарцинома – mhTERT + mAFP; метастазы колоректального рака –
mhTERT + mCK-20 + mCEA; протоковый рак ПЖ – mhTERT + mCK-20.
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Таблица 2. Уровень онкомаркёров у доноров и пациентов. Представлен в виде отношения
копий РНК исследованного маркёра и b-актина.

Примечание: * - 0,06 £ р £ 0,3 в сравнении с группой "доноры"; ** - 0,0001 £ р £ 0,001 в сравнении
с группой "доноры".



Сравнение данных по определению РНК-маркёров с результатами ИФА-тестов
показало, что оба метода обладают примерно одинаковой специфичностью. Однако
метод определения РНК-маркёров отличается более высокой чувствительностью
и выявляет болезнь в тех случаях, когда традиционные онкомаркёры дают
отрицательный результат. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ� И� ВЫВОДЫ.� Отличительной особенностью наших
исследований является использование малого (250 мкл) объёма капиллярной крови
в качестве образца. Все работы, ранее проводимые в этой области, основаны
на использовании больших (5–10 мл) образцов венозной крови. Некоторые
исследователи применяли также концентрирование форменных элементов крови
путём её фракционирования в градиенте плотности. Использование данных
приёмов основано на том, что эти авторы стремились обнаружить единичные
циркулирующие раковые клетки и опасались, что они не окажутся в малом объёме
крови. Между тем в литературе имеются сведения, что опухоль и её метастазы
способны выбрасывать в циркуляцию не только единичные клетки, но и продукты
их деградации, иммунные комплексы, а также нуклеиновые кислоты, в том числе
и специфические РНК [9]. Эти РНК связываются с белками плазмы и поверхности
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Таблица 3. Специфичность и чувствительность РНК-онкомаркёров.



форменных элементов крови, что предохраняет их от деградации. Следовательно,
их можно детектировать в лизатах небольших образцов крови [10]. Сравнительные
исследования, проведённые нами с образцами венозной крови, показали
примерно те же результаты, что и при использовании капиллярной крови, взятой
из пальца. Таким образом, наш метод оказывается малоинвазивным и достаточно
информативным для скрининга и первичной диагностики. Метод также применим
в клинике для послеоперационного мониторинга выброса фрагментов опухоли
в кровоток, оценки угрозы метастазирования и в качестве вспомогательного
метода дифференциальной диагностики. По результатам исследования можно
сделать следующие выводы:

1. Специфические РНК- онкомаркёры можно определять в небольших
образцах капиллярной крови пациентов.

2. РНК-онкомаркёры в определённых количествах могут присутствовать
в крови доноров и неонкологических пациентов. Однако их уровень у пациентов
онкологической группы значительно выше. Следовательно, РНК-онкомаркёры
могут быть использованы для диагностических целей при условии установления
границ клинической нормы.

3. РНК теломеразы-ревертазы mhTERT является универсальным
онкомаркёром, так как гиперэкспрессируется при наличии злокачественных
образований любого типа.
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In order to develop a diagnostic panel, mRNA levels of tumor marker genes have been evaluated
in capillary blood of patients with various malignant tumors of the gastrointestinal tract (GIT) by means
of the method of reverse transcription combined with real-time PCR with detection of reaction products
using TaqMan probes. Use of small volumes of capillary blood did not decrease sensitivity of this method.
RNA expression of telomerase (mhTERT), alpha-fetoprotein (mAFP), carcinoembryonic antigen (mCEA)
and cytokeratin-20 (mCK-20) was higher in most patients with tumors. Blood of donors or non-oncological
patients contained much lower (trace) amounts of the RNA markers. The RNA markers are characterized
by reasonably high specificity and sensitivity acceptable for diagnostic application. The mhTERT marker
was the most universal one and exhibited the highest specificity and sensitivity. Combined determination
of several RNA markers increased sensitivity of this method. It is concluded that determination
of RNA markers in small volumes of capillary blood may be used for screening, primary diagnostics,
and postoperative monitoring.  
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